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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Express i on skassette fur die samenspezifische Expression 

(§) Die Erfindung betrifft eine Expressionskassette fur die 
samenspezifische Expression, insbesondere von Einketten- 
Antikorperfragmenten in transgenen Tabakpflanzen. Anwen- 
dungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnoiogie, die 
Biomedizin, die Lebensmittelkontrolle und die Landwirt- 
schaft. 

Die erfindungsgemaSe Expressionskassette umfaEt 

- einen samenspeziftschen Promoter, 

- das LEB4-Signalpeptid, 

- ein zu exprimierendes Gen und 

- ein ER-Retentionssignal. 

Bevorzugt ist eine Expressionskassette, die als samenspezi- 
fischen Promoter den USP- Promoter oder den LEB4- Promo- 
ter und als Gen das Gen fur ein Einketten-Antikorperfrag- 
ment enthalt. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft eine Expressionskassette fur die samenspezdfische Expression, irobesonderevon Ein- 
kettenSo^eSSmenten tatransgenen Tabakpflanzen. Anwendungsgeb.ete der Erfindung smd die B,o- 
tedmolo!ntdieBiomecyziii,dieLebemnimelkom 

bSbS und zTerlassSe Methoden der Genklonierung und der Gentechnik und jungste EntwicHungen der 
iJSSS mS^v ermogfichen weitere Fortschritte in der Pflanzenbiotechnologie. Fb«««fe 

klnnenm^brundmehr als Produktionsstatten fur Stoffe, die sonst schwer zuginghch smd, dienen. So is es 
EeWeiTlmm^lobuIingene in transgenen Tabakpflanzen zur Expression zu brmgen. Die dabei eraehen 
IxP^sSiSeTuegen Jwischen 0,1 und 1,3% des gesamten loslichen Proteins des Blattes. Fin -aHe diese 
ISerunen^ Wden ubiquitare Expression gewahrleistende Promotoren benu^ d,e Expression erfolgte em- 
Wer^oplasmatisch oder in Apoplasten pflanzlicher Zellen (Conrad und Fiedler, Plant Molecular B.oL 26, 

^Dur^ShSn eines Signals zur Retention im endoplasinatischen RetiknW 

DerS(ScFV^n) kann der Antikorper in diesem speziellen Kompartiment von BlattzeUen transgener Pflan- 
Z fSertwerdln. Diese Rxierung fuhrt zu einer Steigerung der Expressionsrate von Emketten-Anokorper- 
rr^nSntenin Blattern transgener Pflanzen auf 43% des gesamten loslichen Protems (Artsaenko et al. Plant J. 8, 

^WeitSiSten betreffen die spezifische Expression von Genprodukten in pflanzlichen .Speic^rganej 
vor allem in Samen. Mit Hilfe eines samenspezifischen Promoters konnten ^ e " e "-^ ko ^! r ! I ^" t ! 
s^flbiszu 0,67% des gesamten loslichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpflanzen expnmiert 
werden (Fiedler und Conrad, Bio/Technology 10, 1090- 1094 (1995)). 

Trou dieser Fortschritte waren die erreichten Expressionsraten in Pflanzensamen bisher zu genng, um erne 
pnanzenbiotechnologische Produktion der gewunschten Stoffe darauf zu begrunden. c^ff^ 

Die Erfindung hat das Ziel, die samenspezinsche Expression in transgenen Pflanzen auf erne fur erne Stofrpro- 
duktion^eriSete Basis zu stellen. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, eine Expressionskassette zukowtruieren ,mt 
der ehTe sSbite Expression mit hoher Expressionsrate von Genen der herzustellenden Stoffe in Pflanzensamen 
Setcht wtrol kSTmne spezielle Aufgabe besteht darin, Einketten-Antikorperfragmente m Tabaksamen zu 

^D^SeSeUung der Erfindung wird mit der in den Anspruchen 1 bis 6 beschriebenen Expressionskassette 

"'Die! erftodungsgemlBe Expressionskassette enthalt einen samenspezifischen Proinoter (bevorzugt den USP- 
oder den LEB4 Promoter, das LEB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und em ER-RetentionssignaL 
Def AuftaTSSsertTist in der AbbUdung I am Beispiel eines Einketten-Antikorpergens (ScFv-Gen) 

^oTSnSr^eutung fur den erfindungsgemaBen Erfolgist das Anhangen ^.^SS^S- 
tionssignals SEKDEU die durchschnitdiche Expressionshohe wird damrt verdreifacht bis yemerfacht Es kon- 
nerTalShandere Rrtentionssignale, die naturlicherweise bei im ER lokalisierten pflanzlichen und nenschen 
Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette eingesetzt werden. 

^m Se des En^Ses des LeB4-Promoters betragt die samenspezinsche Expression ca. 13% des gesamten 
loslichen Proteins, wobei die Einketten-Antikorperexpression ab Tag 16 der Samenentwicklung beginnt Bin- 
ders vorteuhaft des Einsatz des USP-Promoters zum Aufbau der Expressionskassette. Er wird wahrend der 
Samenenrw^lung fruher aktiv, wodurch der zur Anreicherung des exprmuerten Produkts zur Verfagung 
z22f veriangert wird. Die Expressionsrate liegt daher hoher als bei Kassetten nut dem UB4-Pro- 

m zSi Umfang der Erfindung gehort auch die Verwendung der Expressionskassette, die durch Elek^poration 
in BakterienstLme und anscbheBenden Transfer der entstandenen rekombmanten Klone m dicotyle Pflanzen 
e^oS me SSTschte Genprodukt im Samen exprimierende Pnanzen werden selektiert und als geneusch 
Sabile Linien gezuchtet. Nach der Ernte werden dann die gewunschten Genprodukte aus den transgenen Samen 

m Die" WirklSTder Yrfinaun^em'aBen Kassette war Qberraschend, wefl aus eigenen ele^onenmikroskopi- 
schen UntSulhungen bekaimt ist, daB stabil exprimierte Antikorper im Samen ^ f l^Sh 
im ER oder in ER-abgeleiteten Vesikeln liegen Deshalb war nicht zu erwarten, daB die erfindungsgemaBe 
Fusion miteinemRetentionssignal eine deutliche Steigerung der Expressionshohe bewirkt 

Durch die Erfindung wird ermoglicht, sonst schwer zugingliche Stoffe, z. B. Immunglobuhne, nut hoher 
Exoressionsrate in Pflanzensamen zu exprimieren und dadurch fur eine biotechnologische Nutzung zurVerfu- 
pSTS Sn. CWaschenderweise hat sich herausgestellt, daB Einketten-Antikorperfragmante bei der 
Lagerung in Tabaksamen langere Zeit (mindestens em Jahr)stabil bleiben. 

Die Erfindung soil nachf olgend durch Ausf uhrungsbeispiele naher erlautert werden 

Beispiel 1 Expression und Anreicherung des Einketten- Antikorper 

fragmentes scFv-ox im endoplasmarischen Retikulum von transgenen Tabaksamen 

Ausgangspunkt der Untersuchungen war em monoklonaler Antikorper (NQ10.-1Z5 Berek ™d Miktehx 
19881 dessen Epitope gegen ein nicht in Pflanzen vorkommendes Antigen (Phenyloxazolon) genchtet smd, um 
evenLe^E^uie Jul den pflanzlichen Metabolismus auszuschlieBen und der auBerdem erne hohe Bnulungsaf- 
ftafcav trtwSt We Hybridomazellinie NQ 10/125 ist dadurch charakterisiert, daB die sekretierten, gegen das 
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Antigen Phenyloxazolon gerichteten monoklonalen Antikorper eine hohen Affinitat aufweisen (Dissoziations- 
konstante 1 x 10" 8 M) und die spezifischen Sequenzen der Immunglobulingene verfugbar sind (Berek et aL, 
1985). Dieser monoklonale Antikorper war Ausgangspunkt fur die Konstruktion des Einketten-Antikdrperfrag- 
mentes -scFv-ox. 

Zunachst wurde mRNA aus den Hybridomzellen isoliert und in cDN A umgeschrieben, Diese cDNA diente als 5 
Matrize fur die AmplifUcation der variablen Immunglobulingene VH und VK mit den spezifischen Primern VH1 
BACK und VH FOR-2 fur die schwere Kette sowie VK2 BACK und MJK5 FQN X fur die leichte Kette 
(Clackson et aL, 1991). Die isolierten variablen Immunglobulingene waren Ausgangspunkt fur die Konstruktion 
eines Einketten- Antikorperfragmentes (scFv). Bei der nachfolgenden Fusions-PCR wurden drei Komponenten 
VH, VK und ein Linkerfragment in einem PCR-Reaktionsansatz vereinigt und das scFv-ox amplifiziert (Abb. 1). 10 
Das konstruierte scFv-ox-Gen hatte eine GrdBe von 735 bp. Die variablen Domanen wurden in der Reihenfolge 
VH-L-VL miteinander fusioniert 

Die funktionelle Charakterisierung (Antigenbindungsaktivitat) des konstruierten scFv-ox-Gens erfolgte nach 
Expression in einem bakteriellen System. Das scFv-ox wurde dazu als losliches Antikdrperfragment synthetisiert 
(Hoogenboom et aL, 1991). Die Aktivitat und die Spezifitat des konstruierten Antikorperfragmentes wurde in 15 
ELISA-Tests uberpruft (Abb. 2\ 

Um eine samenspezifische Expression des Antikorperfragmentes in Tabak zu ermoglichen, wurde das scFv- 
Gen stromabwarts vom LeB4-Promoter kloniert. Der aus Vicia faba isolierte LeB4-Promoter zeigt eine streng 
samenspezifische Expression von verschiedenen Fremdgenen in Tabak (Baumlein et aL, 1987, 1991). Durch 
Transport des scFv- Proteins in das endoplasmatische Retikulum wurde eine stabile Akkumulation hoher And- 20 
korperfragmentmengen erreicht Das scFv-Gen wurde dahlr mit einer Signalpeptidsequenz, die den Eintritt in 
das endoplasmatische Retikulum und dem ER-Retentionssignal SEKJDEL, das ein Verbleiben im ER gewahrlei- 
stet (Wandelt et aL, 1992), fusioniert (Abb. 3> 

Die konstruierte Expressions kassette (Konstrukt 11) wurde in den binaren Vektor pGSGLUCl (Saito et aL, 
1990) kloniert und durch Elektroporation in den Agrobakterium-Stamm EHA 101 transferiert Rekombinante 25 
Agrobakterienklone wurden fur die nachfolgende Transformation von Nicotiana tabacum verwendet Pro 
Konstrukt wurden 70— 140 Tabakpflanzen regeneriert Von den regenerierten transgenen Tabakpflanzen wur- 
den nach Selbstbefruchtung sowohl reife als auch Samen verschiedener Entwicklungsstadien geernteL Von 
diesen Samen wurden die loslichen Proteine nach Extraktion in einem waBrigen Puffersystem erhalten, Die 
Analyse der transgenen Pflanzen der Serie 1 1 zeigt, daB durch die Fusion des scFv-Gens mit der DNA-Sequenz 30 
des ER-Retentionssignals SEKDEL eine maximaien Akkumulation von 1^% scFv-Proteine im reifen Samen 
erzielt werden konnte (Tab. 1). 

Tabelle 1 

35 

Zusammenfassende Darstellung des verwendeten samenspezifischen Konstruktes, der Anzahl getesteter und 
transgener Pflanzen, deren durchschnittliche scFv-Proteinexpression im reifen Samen sowie die Antigenbin- 
dungsaktivitat der Antikdrperfragmente. Die Expressionsniveaus wurden durch Western-Blot- Analysen, die 
spezifische Bindungsaktivitat mittels direktem ELISA bestimmt 
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Neben Untersuchungen zur Akkumulation sollte der Frage nachgegangen werden, ob die im reifen Samen 
abgelagerten Antikdrperfragmente noch ihre biologische Aktivitat besitzen, d. h, das entsprechende Antigen 
Oxazolon noch spezifisch binden. Die spezifische Aktivitat wurde in den Extrakten der reifen Tabaksamen mit 60 
einem direkten EUSA bestimmt Die dabei erhaltenen Werte, die in Tab. 1 aufgefuhrt sind, zeigen deutlich, daB 
die aus trockenem Tabaksamen hergestellten Proteinextrakte funktionell aktive Antikdrperfragmente enthal- 
ten. In weiteren Experimenten wurde die Stabilitat der im reifen Samen akkumulierten Antikdrperfragmente 
nach Lagenmg untersucht Dazu wurden die Tabaksamen ca. 1 Jahr bei Raumtemperatur aufbewahrt Die 
Untersuchungen ergaben, daB die Menge und die Aktivitat der akkumulierten Antikdrperfragmente auch nach 65 
einjahriger Lagerung erhahen bleibt 

Das pflanzliche Wachstum und die Samenentwicklung bzw. -produktion wurden durch die Synthese der 
rekombinanten Proteine nicht beeinfluBt 
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Beispiel 2 Samenspezifische Expression und Anreichening von Einketten-Antikorpei^gmenten im 
endoplasmatischen Retikulum von Zellen transgener Tahaksaien kontrolliert durch den USP-Promotor 

Ausgangspunkt der Untersuchungen war ein em Einzelketten-Antikorperfragment gegen das Phytohormon 
Abscisinsaure (Artsaenko et aL, 1994). «aha ^ 

Die funktionelle Charakterisiening (Antigenbindungsaktivitat) dieses konstnnerten scFv-aABA-Genes er- 
folgte nach Expression in einem bakteriellen System und nach Expression in Tabakblattern (Artsaenk o et aU 
1994, 1995). Die Aktivitat und die Spezifitat des konstruierten Antikorperfragmentes wurde m ELlbA-lesten 

U nSe samenspezifische Expression des Antikorperfragmentes in Tabak zu ermoglichen, wurde das scFv- 
Gen stromabwarts vom USP-Promoter kioniert Der aus Vicia faba isolierte USP-Promoter zeigt erne streng 
samenspezifische Expression von verschiedenen Fremdgenen in Tabak (Fiedler et aL, 1993X Durch Transport des 
scFv-Proteins in das endoplasmatische Retikulum wurde eine stabile Akkumulation hoher ^tikoiperfragment- 
meneen erreicht Das scFv-Gen wurde dafur mit einer Signalpeptidsequenz, die den Eintntt in das endoplasmati- 
sche Retikulum und dem ER-Retentionssignal SEKDEL, das ein Verbleiben im ER gewahrleistet (Wandelt et aL, 

^li^n^er^^ressionskassette wurde in den binaren Vektor pGSGLUCl (Saito et «U 1990) kioniert 
und durch Elektroporation in den Aqrobakterium-Stamm EHA 101 transferiert Rekombinant.e Agrobaktenen- 
klone wurden fur die nachfolgende Transformation von Nicotiana tabacum verwendet Von den regenenerten 
trans* enen Tabakpflanzen wurden nach Selbstbefruchtung sowohl reif e als auch Samen verschiedener Entwick- 
lunesrtadien geerntet Von diesen Samen wurden die loslichen Proteine nach Extrakuon in einem waBngen 
Puffersystem erhalten. Die Analyse der transgenen Pflanzen zeigt, daB durch die Fusion des scFv-Gens mit der 
DNA-Sequenz des ER-Retentionssignals SEKDEL unter KontroUe des USP-Promotors bereits ab Tag 10 der 
Samenentwicklung Einketten-Antikorperfragmente synthetisiert warden. Ati - v _ 

Im Verlauf e der Samenentwicklung kameszu einer deutlich starkeren Anreichening des Einketten-Antikorp- 
erfragmentes im Vergleich zur LeB4-Promotor-kontrollierten Expression. 

Patentanspruche 

1. Expressionskassette fur die samenspezifische Expression, bestehend aus 

— einem samenspezifischen Promoter 

— dem LEB4- Signalpeptid 

— dem zu exprimierenden Gen und 

— einem ER-RetentionssignaL 

2. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als samenspezifischer Promoter der 
USP-Promoter eingesetzt wird. , _ , 

3. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als samenspezifischer Promoter der 
LEB4- Promoter eingesetzt wird. 

4. Expressionskassette nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als zu expnnuerendes Gen das 
Gen eines Einketten-Antikdrperfragments eingesetzt wircL 

5 Expressionskassette nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als zu expnnnerendes Gen das 
Gen eines rekombinanten Antikorperfragmentes als Translationsfusion mit anderen funktioneUen Prote- 
inen wie zum Beispiel Enzymen,Toxinen, Chromophoren und Bindungsprotemen eingesetzt wird. 
6. Expressionskassette nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

— den USP-Promoter oder den LEB4-Promoter 

— das LeB4-Signalpeptid 

— das Gen fur ein Einketten-Antikorperfragment und 

— ein ER-Retentionssignal enthalt 

7 Verwendung der Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB die Kassette 
durch Elektroporation in Bakterienstamme transferiert wird und die entstandenen rekombinanten Klone 
zur Transformation von dicotylen Pflanzen verwendet, Pflanzen, die im Samen Genprodukte expnmieren, 
selektiert, genetisch stabile Linien gezuchtet und die Genprodukte aus den Samen der transgenen Pflanzen 
extrahiert werden. . , . 

8 Verwendung nach Anspruch 7 der Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kassette durch Elektroporation in Bakterienstamme transferiert wird und die entstandenen rekom- 
binanten Klone zur Transformation von dicotylen Pflanzen verwendet, transgene Einketten-Anukorper- 
fragmente im Samen exprimierende Pflanzen selektiert, genetisch stabile Linien gezuchtet und die Einket- 
ten-Antikorper aus den Samen der transgenen Pflanzen extrahiert werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, daB als dicotyle Pflanzen Tabakpflanzen 
eo ausgewahlt werden. 

Hierzu 3 Sehe(n) Zeichnungen 
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Abb. 2: Funktionelle Charakterisierung des scFv-ox 9 im 
direkten ELISA. 



Konstrutct 



11 



PlBBL 



SP scFv TagTerm. 



SEKDEL 



□ LeB4 Promoter O CaMV 35 Terminator 
H§ LeB4-Signa!pepttd m single chain Fv-ox 
■ c-myc-Tag 



Abb. 3: Schematische Darstellung der Kassette zur 
samenspezif ischen Expression des scFv-ox-Gens . 
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Abb* 4: Schematische Darstellung der Kassette zur 
samenspezif ischen Expression des scFv-aABA. 
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Konstruktion des scFv- 
ox (V-Gen fur V (variable) Region, L-Linker) . 
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